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Bescheinigung 




Die november AG Novus Medicatus Bertling Geseflschaft fur Molekulare Medizin in 
Erlangen/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 




"Synthetisches Nuc!einsaure-Partikel M 



am 16. Dezember 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt voriaufig das Symbol 
C 07 K 14/435 der Internationalen Patentklassifikation erhalten: 




Aktenzeichen: 198 58 005.3 

Vy'einmayr 
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Synthetischas Nucleinsaure-Partikel 



Die Erfindung betrifft eln synthetisches Nucleinsaure- 
Partikel bzw. Partikel, ein Verfahren zu dessen Herstellung 

> sowie eine Verwendung. 

Nach dem Stand der Technik ist es bekannt, Komplexvarbindun- 
gen zwischen doppelstrangigen Oligonukleotiden, polykationi- 
schen Polymeren und Lipiden herzustellen . Dazu wird auf die 
folgenden Li teraturstellen verwiesen: 

A.V. Kabanov and V.A. Kabanov (1995): DNA Complexes with po- 
lycations for the Delivery of Genetic Material into Cells, 
Bioconjugate Chem., 6, 7-20; 

Gao and L... Huang (1996): Potentiation of Cationic Liposome- 
Mediated Gene Delivery by Polycations, Biochemistry, 35, 
1027, 1036; 

L- Sorgi, S. Bhattac.harya and L. Huang (1997): Protamine sul- 
fate enhances iipid-mediated gene transfer, Gene Therapy, 4, 
961-968; 

Li and L. Huang (1997): m vivo gene transfer via intravenous 
administration; of cationic 1 ipid-protamine-DNA (LPD) comple- 
xes, Gene Therapy, 1, 891-900. .' 

Solche Komplexverbindungen konnen z.B. zur Transfektion von 
Plasmid-DNA verwendet werden. Sofern als Polykation an Trans- 
ferrin gebundenes Protamin verwendet wird, bezeichnet man 
solche Komplexverbindungen auch als Trans carrin-Protamin-DNA- 
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Komplexe. Derartige Komplexe bilden keine kondens ier ten DNA- 
Strukturen bzw. PartikeL (Wagner/ M. Zenke, M. Cotten, H. 
Beug and M.L. Birnstiel (1990): Transfer rin-polycat ion conju- 
gates as carriers for DMA uptake into cells, Proc. Natl. 
5 Acad. Sci. U.S.A./ 37, 3410-3414). 

Die bekannten Komplexverbindungen konnen nur aus zuvor gebil- 
deten Partikeln oder bestehenden Komplexen gebildet werden. 
Dazu muft neben einem Protein auch ein Lipid vorhanden sein. 
|J0 Diese Komplexverbindungen kdnnen nachtei 1 ige rweise keine par- 
ffl tikularen Strukturen aus Oligonukrleo tiden bilden. Die DNA 
Liegt in der Komp 1 exve rb indung nur ober f lachlich ad^orptiv 
gebunden vor . Sie kann nachtei ligerweise enzymatisch abgebaut 
werden. Schlieftlich eignen sich die bekannten Komplexverbin™ 
15 dungen nicht zur Herstellung von Ar zne imi tteln mit Depotwir- 
ku'ng . 

Aufgabe der Erf indung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen.. Es sollen. insbesondere ein stabi- 
20. les synthetisches Partikel und ein Verfahren seiner Herstel- 
lung angegeben werden,. das eine . hohe Trans tektionsef fektivi- 
tat enuogiicht. Das synthetische Partikel soli moglichst auch 
zur Herstellung von Ar zneimi t teln mit Depotwirkung geeignet 
sein.' 

25 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der . Anspriiche- 1 , 10 und 
22 gelost. Zweckmaftige Ausges tal tungen ergeben 5 ! sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 9, 11 bis. 21 und 23 bis 25. 

30 Nach Maflga'be der Erfindung ist ein synthetisches Partikel aus 
tuindestens einer Nukleinsaure- oder Nukleinsaureder i va tse- 
quenz und einem Protein mit einem Mol e kulargewicht von 3900 



bxs 4300 gebildet. Ein seiches synthetisches Partikel 1st 
xnsbesondere gegenUber einem enzymatischen Abbau stabil Es 
ermoglicht eine none Traa S f ektionsef f izienz SO wi e die Her- 
stellung von Arznexmitteln mit Depotwirkung. 

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal bestaht das Prot ei tt 2U n, 
Uberwiegenden Anteil aus Arginin. Vortexlhaff terweise betragt 
dec Argininanteil mehr als 60 GewichtsV. Das Protein kann au 3 
der folgenden Gruppe ausgewahlt sein: Protamin, Protanxinbase 
Protaminderxvate oder - sa i 2e , vorzugsweise Protaminsul fat 
Oder Protaminchlorid. Die vorgenannten Verbindungen haben 
vorteilhafterweisa keine antigenen Eigenschaf ten. 

Die, vorteilf terweise exnzels tangig ausgebildete, Nukleinsau- 
resequenz kann exn Oligonukleotid Oder ein Derivat davon 
sexn. Das Derivat kann exn Phosphoruthxonat oder ein anioni- 
sches Derivat sein. Beim Olionukleotid kann es sich xnsbeson- 
dere urn' ein DNA-Oligonukleotid handeln. Das ermoglicht' einen 
Einsatz der synthetischen Partikel zur Antisense-Therapie . 

Je nach Anwendungszweck kann der mittlere Durchxnesser des 
Partikels im Bereich von 10 nm bis 100 m liegen. 

Das Partikel tragt vorteilhaf terweise eine elektrische Ober- 
tlachenladung, dxe vorzugsweise im Bereich von -40 mV bis + 40 
mV liegen kann. Dadurch kann weiter die Tranfe'f ektionsef f izi- 

enz erhoht werden. ,!1 

Nach der verfahrensseitigen Maflgabe der Erfinduny ist ein 
Verfahren zur Herstellung der erf indungsgemafien synthetischen 
Partikel mit folgenden Schri tten . vorgesehen ; 
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a) Herstellung einer ein Protein mit einem Molekulargewicht 
im Bereich von 3900 bis 4300 enthaitenden wasserigen ersten 
Losung, 

5 

b) Versetzen der ersten Losung mit einer eine Nukleinsaure- 
oder Nukleins&urederivatsequenz enthaitenden zweiten Losung 
und 

.1 ) c) Mischen der ersten und zweiten Losung. 

Das Verfahren ermoglicht aus einfache Weise die Herstellung 
der er f indungsgemaften syn the ti schen Partikel. 

15 Nach einem Ausges tal Lung sine r kma 1 sind die erst e und die zwei- 
te Losung salzfrei. Zur Erzeugung einer vorgegebenen Ob.erfla- 
chenladung kann das mo la re Verhaltnis von Nukleinsaure- oder 
Nukleinsaurederivatsequenz. zu Protein einges tell t. werden .. Die 
vorgeschlagene Variante laflt sich besonders einfacn durchfuh- 

2 0 ran . 

^ Das Protein besteht zweckmafiigerweise zuiu uberwiegenden An- 
|i teil aus Arginin, wobei es aus der folgenden Gruppe ausge- 
wahlt sein kann: Protamin, Pro taminbase, Protaminder i vate 
25 oder -salze, vorzugsweise Pro taminsul f at oder Pro taminchlo- 
| rid. Insbesondere Protamin, Pro taminbase oder -Pro taminderiva- 
te konnen aus dem Sperma von Lachs gewonnen werden- Eine ein- 
fache und billige Ver fiigbarkei t ist damit gewahrleis te t . 

30 Die, vorteilf terweise einzelstangig ausgebildete, Nukleinsau- 
resequenz kann ein Oligonukleo tid oder ein Derivat davon 
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sein. Das Derivat kann ein Phosphorothionat ' Oder ein anioni- 
sches Derivat sein. Der Durchmesser des Partikels kann je 
nach Anwendungszweck im Bereich von 10 nm bis 100 nm liegen. 
Es kann eine elektrische Oberfachenladung tragen, die zweck- 
maiUgerweise im Bereich von -40 mV bis +40 mV liegt. 

Nach einer weiteren Losung der Aufgabe ist die Verwendung ei- 
nes Proteins mit einem Molekulargewicht im Bereich von 3900 
bis 4300 zur Herstellung eines mindestens eine Nukleinsaure- 
Oder Nukleinsaurederivatsequenz enthai tenden synthetischen 
Partikels vorgesehen. 



Das vorteiihafterweise zum uberw iegenden Anteii aus Arginin 
bestehende Protein kann aus der folgenden Gruppe ausgewahlt 
15 3ein: Protamin, Protaminba.se, Pro taminderx va t oder -salze, 
vorzugsweise Protaminsulfat oder Protaminchiorid. Die, vor- 
teilfterweise einzelstangig ausgebi lde te, Nukleinsauresequenz 
kann ein Oligonukieo tid oder ein Derivat davon sein. Das De- 
rxvat kann ein Phosphorothionat oder ein anionisches Derivat 
sein. Beim Oligonukieo tid handelt es sich zweckmafligerweise 
um ein DNA-01 igonukleo tid . 

Das erfindungsgemafie synthetische Partikel ist vorteilhaf ter- 
weise ausschlieiJlich aus der Mukleinsaure bzw. : dem Nuklein- 
saurederivat und dem Protein mit dem Molekulargewicht im Be- 
reich von 3900 bis 4300 gebildet. Das Molekulargewicht des 
Proteins betragt nach einer besonders vorteilhaf ten AusfUh- 
rungsform zwischen 4000 und 4250. 
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Na chfolgend warden AusfUnrungsbeispiele der Erflndung an Hand 

de r Zeichnung and an Hand von Beispielen naher erlautert. In 

der Zeichnungen zeigen: 



5 Fig. la ei 



ine rasterelektronenmikroslcopische Aufnahrue syri- 

negativer Oberf lachenla- 
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thetischer Partikel mit 
dung , 



E-ia lb eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme syn- 
g ' tnetischer Partikel rait positiver Oberf lachenla- 

dung/ 

Fig . 2 die Abhangigkeit der P artikelgr ftB e von der "Inkuba- 

tionszeit, 

'die Abhangigkeit der Ober aacheniadung vera Verhalt- 
nis Protamin/ Oligonukleotid, 



Fig. 3 



Fig- 4a 
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Fig. 4b eine co 

einer zweiten Vero-2eiie 



ikroskopische Aufnahiue 
afokaie Userscannmikrostopische Aufnahme 



eine confokale laserscanrun 
einer ersten Vero-Zelle. 
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Fig 5 die Abhangigkeit der UV-Absorption bei 2 60 - - 
der Retentionszeit fUr Partikel mit unterschl.ed 
leicher Protamin/Oligonukleotid-Zusarumenset^ng. 



Beispiele : 
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1 . rsizr oligonukie otidpartikei mit n — 
s P on tan zu 5 r; n i:ir nd rr cap bei 

suna (100 „ / sal zfrel en Oligonukleotidlo- 

sung ,100 Pg/ml) gegeben . ^.oligonucleotide sind vorzugs- 
w se exn.elstrangige DNA - 0 1 igonukleotide in der Msun ™ _ 
halten. Dle Losung wird danach intend, far 1 „ in * 
» 3chnell laufenden Ruh rwer k gemischt Die p X 

St nac h. einer halben Stunde ab- 
aeschlosaen. Oas Gewichtsverhal tnis Z wischen de m eingese Z L 

r0 r inm0iekU1 01i ^^o t i d betrSgt ca. 0 ; 75 b 3 

• 0as G e wichtsverhaltni3 2wischen protamin ^ 

kleotid zur PartUelbildung betragt ca . 1:2,5. 

2- Die Herstellu ng von 01igonuJcleotidparti.ee! »it positive, 

Ober f lachenladung 

Ba-ierand auf de m Verrahren in Beispiel x beschriebenen Ver _ 
fahren warden 500 ,1 einer Prot ami nlasun g (250 w/ml) in dop „ 

pi tu : stin ; ertem Hasser in einem E ™- P ,ei Raura tel 

klaotxdlosung (100 ug/nl) qegeben . Dfl3 VerhaiCn . g ^ 

-chen Protamin und dem Oligonukleotid betragt ca. 3:1. 

Fig. la zeigt eine ras terelek bronenmikros kopische Aufnahme 
exnes synthetischen Partikels mit negativer oberrl.chenla- 
dung. Das Gewichts vernal tnis Z wi sc hen Protein und Oligonu- 
•cleotxd hat hier 1:2 betragen. m rig. lb i st ein synthti- 
sches Partite! mit positiver Oberf lachenladung gezeigt Das 
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Gewichtsverhaitnis zwischen Protamin und Oligonukleotid hat 
hier 2,5:1 befcragen. 

Fig. 2 zeigt die Abhangigkeit der Inkubationszeit vom Ge- 
wichtsverhaitnis Protamin/Oligonukleotid. Mit zunehmender In- 
kubationszeit nimmt die Partikelgrofte zu. Es konnen so belie- 
bige PartikelgrOBen eingestellt werden. 

Fig. 3 zeigt die Abhangigkeit des Zetapotentials vom Ge- 
wichtsverhaitnis Protamin/Oligonukleotid. Mit zunehmendem An- 
teil an Protamin verschiebt sich da's Zetapotential zu positi- 
ven Werten hin. 

Die Fig. 4a und b 2ei.^n im Vergleich die Aufnahme von Oligo- 
15 nukleotiden mittels synthetischer Partikel (Fig, 4a) in Vero- 
Zellen. m Fig. 4b ist eine KontrblUnkubation geloster Oli- 
gonukleotide gezeigt. Die Qligonukleotidkonzentration betragt 
5 ug/ml bei einer Inkubationszeit von vier Stunden bei 37°c 
und 55 .co ; . Es zeigt sich, dass unter Verwendung der erfin- 
dungsgemaGen synthetischen Partikel Oligonukleo tide verstarkt 
in Zellen aufgenommen werden. 

In Fig. 5 ist die Stabilitat der er frindungsgemaflen Partikel 
gegenuber einem enzymatischen Abbau durch Endonukleasen ge- 
zeigt. Es ist' die UV- Absorption bei .260 nm Uber der Retenti- 
onszzeit fur v.erschiedene ? rotamin/0%onukleo bid-Vernal tnisse 
aufgetragen. Die Ergenisse zeigen, dass das erf indungsgemafle 
Partikel einen nahezu quant i tati ven Schutz vor einem . enzyma- 
tischen Abbau gewahrleistet . 
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Pa tentansprilche 

1,. Synthetisches Partikel gebildet aus mindestens einer Nu- 
kleinsaure- oder Nukleinsaurederivatsequenz und einem Protein 
rait einem Molekulargewicht im Bereich von 3900 bis 4300. 

2. Synthetisches Partikel nach Anspruch 1, wobei das Prote- 
in zum uberwiegenden Anteil aus Arginin besteht. 

3. Synthetisches Partikel nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
Protein aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Protamin, 
Protaminbase, Protaminderivate oder -salze, vorzugsweise Pro- 
taminsulfat oder Protaminchlor id . 

4. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die Nukle Lnsau resequenz e inzelst rangig ausge- 
bi ldet is t . 

5. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, wobei die Nukleinsauresequenz ein 01 igonukleot id 
oder ein Deri vat da von ist. 

6. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An™ 
spruche, wobei das Derivat ein Phospho thionat oder ein anio- 
nisches Derivat ist. 

7. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der mittlere Durchmesser des Partikels im Be- 
reich von 10 nm bis 100 fim liegt. 
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Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das Partikel eine elektrische Oberf achenladung 



tragt , 



9. Synthetisches Partikel nach einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, wobei die Oberf lachenladung im Bereich von -40 mV 
bis +40 mV liegt. 

10. Verfahrea zur Herstellung synthetischer Partikel nach 
einem der vorhergehenden Anspruche mit folgenden Schritten: 

a) Herstellen einer ein Protein mit einem Molekulargewicht 
im Bereich von 3900 bis 4300 enthaltenden wasserigen ersten 
Losung, 



b) Versetzen der ersten Losung 

Oder Nukleinsaurederivatsequenz 
und 



mit einer eine Nukleinsaure- 
enthaltenden zweiten Losung 



c) Mischen der ersten und der zweiten Losung. 

11, Verfahren nach Anspruch 10, wobei die erste und die 
zweite Losung salzfrei sind. 



12. Verfahren nach einem der AnsprUche 10 oder 11, wobei zur 
Herstellung einer vorgegebenen Oberf lachenladung das molare 
Verhaltnis von Nukleinsaure- oder Nukleinsaurederivatsequenz 
zu Protein eingestell t wird. 



13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, wobei das 
Protein zum Qbe rwiegenden Anteil aus Arginin besteht . 
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14, - Verfahren nach einem der Ansprilche 10 bis 13, wobei das 
Protein aus der folgenden Gruppe ausgewahlt wird: Protamin, 
Protaminbase, Protaminderivate oder -saize, vorzugsweise Pro- 

5 ' taminsulfat oder Protaminchlorid. 

15. Verfahren nach Anspruch 14/ wobei Protamin, Protaminba- 
se, Protaminderivate aus dem Sperma ■ von Lachs gewonnen wird. 

0 16. Verfahren nach einem der Ansprilche 10 bis 1.5, wobei die 
Nukieinsauresequenz einzels trangig ausgebildet ist.. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Nukieinsaurese- 
quenz ein Oligonukleot id oder ein Deri vat davon ist. 

5 

18. Verfahren nach einem der AnsprUche 16 oder 17, wobei das 
Deri vat ein Phosphothiona t oder ein anion isches Deri vat ist. 

19. Verfahren nach einem der AnsprUche 10 bis 18, wobei der 
0 Durchmesser des Partikels ira Bereich von 10 nm bis 100 m« 

liege . 

20. Verfahren nach einem der AnsprOche 10 bis 19, wobei das 
Partikel eine elektrische Ober f achenladung tragt , 

5 

21. Verfahren nach einem der AnsprUche 3 bis 20, wobei die 
Oberf lachenladung im Bereich von -40mV bis +40 mV liegt. 

22. Verweadung eines Proteins mit einem Moiekul.argewicht im 
0 Bereich von 3900 bis 4300 zur Herstellung eines mindestens 



Y Y . COC 



eine Nfuk.leinsaure~ oder Nukleinsaurederivatsequenz enthalten- 
den synthetischen Partikels, 

23. Verwendung nach Anspruch 22, wobei das Protein zum uber- 
wiegenden Anteil aus Arginin besteht. 

24. Verwendung nach Anspruch 22 oder 23, wobei das Protein 
aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Protamin, Protamin- 
base, Protaminderivate oder -salze, vorzugsweise Protaminsul- 
fat oder Protaminchlorid . 

25. Verwendung nach einem der AnsprUche 22 bis 24, wobei die 
Nukleinsauresequenz ein, vorzugsweise einzels t rangiges , Oli- 
gonukleotid oder ein, vorzugsweise als Phosphorothiona t vor- 
liegendes, Derivat da von ist. 



mm. 
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Fig. 1a 
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Protamin / Oligonucieotid 
fm/mj 



Fig. 3 




Fig. 4b 
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Zusaiwnen fas sung 

Die Erfindung ■ betrifft ein synthetisches Partikel gebildet 
mindestens aus einer Nukleinsaure- oder Nukleinsaurederivat- 
sequenz und einem Protein mit einem Molekulargewicht im Be- 
reich von 3900 bis 4300.' 

Fig. l, a 
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